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En la última década, ha crecido enormemente el interés por las propiedades terapéuticas de (los) 
fármacos de origen proteico, de origen químico y/o biológico, debido a su alta especificidad y eficacia  
para el tratamiento de distintas patologías, tales como el cáncer y enfermedades de origen 
inflamatorio. Aun siendo de gran interés, existen ciertos límites en cuanto al progreso  en la 
optimización de nuevas formulaciones, debido a las dificultades de administración, a  su baja 
biodisponibilidad y corta vida media en el organismo. 
Así,  se han diseñado estrategias para incrementar la eficiencia de estos tratamientos, utilizando 
técnicas como la microencapsulación, que permite la liberación  de fármacos de origen proteico 
durante un tiempo más prolongado y sostenido y  la conservación de la molécula encapsulada frente 
a mecanismos dañinos.  
En este proyecto se han desarrollado una serie de formulaciones empleando distintas 
concentraciones de  Aflibercept,  por el método de emulsión-evaporación de disolvente (water-in-oil-
in-water; W/O/W), variando distintos parámetros de la técnica, con el fin de averiguar la mejor 
relación de/en la inmovilización de anticuerpo, eficiencia de encapsulación y liberación in vitro. 
Asimismo, se llevó a cabo una caracterización de las microcápsulas formadas. El objetivo general de 
estetrabajo experimental fue de obtener una formulación eficaz para la liberación de Aflibercept a 
nivel oftálmico con la finalidad de  mejorar el tratamiento actual en la degeneración macular (DMAE), 
retinopatía diabética y el edema macular. 
En este trabajo se ha conseguido desarrollar un método de elaboración de microcápsulas 
conteniendo anticuerpo monoclonal Aflibercept. Todas las formulaciones presentaron una población 
homogénea, de forma lisa y esférica, y con una razonable eficiencia de encapsulación. Asimismo, se 
obtuvieron perfiles de liberación  del Aflibercept  a lo largo de dos semanas. 







In the last decade, interest in the therapeutic properties of protein origin drugs, chemical or 
biological origin, has grown enormously due to its high specificity and efficacy for the treatment of 
pathologies, tales such as cancer and diseases of inflammatory origin. . Although of great interest, 
there are certain limits in terms of progress in the optimization of new formulations, due to 
administration difficulties, low bioavailability and short half-life in the body. 
Thus, strategies have been designed to increase the efficiency of these treatments, using techniques 
such as microencapsulation, which allows the release of drugs of protein origin for a longer and 
sustained time and the conservation of the encapsulated molecule against harmful mechanisms. 
In this project, a series of formulations have been developed using different concentrations of 
Aflibercept, by the emulsion-solvent evaporation method (water-in-oil-in-water, W / O / W), varying 
different parameters of the technique, in order to find out the best ratio of antibody immobilization, 
encapsulation efficiency and in vitro release. Likewise, a characterization of the formed 
microcapsules was carried out. The general objective of this experimental work was to obtain an 
effective formulation for the release of Aflibercept at the ophthalmic level in order to improve the 
current treatment in macular degeneration (AMD), diabetic retinopathy and macular edema. 
In this work it has been possible to develop a method of making microcapsules containing the 
monoclonal antibody Aflibercept. All the formulations presented a homogenous population, in a 
smooth and spherical way, and with a reasonable encapsulation efficiency. Likewise, Aflibercept 
release profiles were obtained over two weeks. 











2.1. Sistemas de liberación prolongada. 
El constante cambio y adaptación al nuevo conocimiento emergente para el desarrollo de nuevas 
formas de administración de fármacos, ha fomentado el  desarrollo de la optimización de métodos 
capaces de solventar los distintos inconvenientes relacionados con  diseño de nuevas formas de 
liberación de fármacos que presentan problemas para su formulación, como son los fármacos 
biológicos. 
Uno de los numerosos caminos empleados para la optimización de fármacos, se ha centrado en la 
consecución de características de liberación prolongada de los preparados o sistemas de cesión 
sostenida. Con ello se pretende la cesión del fármaco desde el vehículo, el cual debe  transferir la 
molécula/s necesarias para la acción farmacológica con una tiempo-efecto más eficiente. 
Existen distintas estructuras que pueden ser empleadas para conseguir una cesión controlada de 
fármacos administrados por vía parenteral, haciendo así  posible su transferencia al lugar de acción 
de una manera más precisa y constante, evitando posibles inconvenientes, como efectos adversos 
derivados de la alta concentración del fármaco necesaria para que ejerza su acción terapéutica. Entre 
las numerosas alternativas que se han propuesto para la administración parenteral de fármacos 
podemos citar: 
- Sistemas coloidales: están constituidos por unidades (partículas, vesículas, glóbulos) de 
tamaño nanométrico lo que le confiere unas propiedades particulares (1). Dependiendo de la 
afinidad entre el coloide y la fase dispersante podemos clasificarlos en: 
o Coloides liofóbicos. Constituidos por sistemas cuya fase interna presenta baja 
afinidad por el vehículo e incluyen:   
 Micelas: Son agregados de moléculas amfifílicas que se forman al alcanzar su 
concentración micelar critica. Generalmente se forman a partir de moléculas 
de tensoactivo, en el caso de que se formen a partir de copolímeros 
anfifílicos, que se autoenlazan en un sistema acuoso se denominan micelas 
poliméricas. Las micelas en medio acuoso poseen un núcleo de carácter 
lipófilo, mientras que la parte hidrofílica constituye la corona del exterior de 
la micela. Poseen la ventaja de tener una buena estabilidad en sangre, alta 
7 
 
solubilidad, estables durante su almacenamiento, diámetro apropiado, 
biocompatibles … (2, 3) 
 Liposomas: Se caracterizan  por ser vesículas que poseen un núcleo acuoso, 
capaz de almacenar fármacos hidrofílicos, rodeado de una bicapa lipídica, 
idóneo para albergar fármacos de naturaleza hidrofóbica. Sin embargo, no 
poseen una buena capacidad de mantener sus propiedades durante largos 
tiempos de almacenaje, y suelen presentar problema de correcta estabilidad 
en sangre…(4) 
- Sistemas microparticulares: Estructuras de distinta naturaleza,  capaces de albergar en un 
tamaño micrométrico, ya sea en el núcleo  (microcápsulas) o en la propia matriz 
(microesferas) e incluso en su superficie, el correspondiente contenido en principio activo(5). 
- Implantes biodegradables: Son formas de dosificación estériles y sólidas, que a través de una 
aguja  por vía subdérmica o con cirugía, son implantados en la capa subcutánea de la piel., 
dando lugar a una  absorción más lenta por su poca vascularización. Aunque no es una vía de 
administración apta para todos los fármacos, suele presentar ciertas ventajas en la 
administración de estos sistemas, elaborados con materiales biocompatibles, debido a la 
baja incidencia de problemas relacionados con la toxicidad (6). 
 
2.2. Microcápsulas 
El uso de microcápsulas poliméricas biodegradables como vehículos para la liberación controlada 
de fármacos ha sido ampliamente utilizado en la industria farmacéutica. Son sistemas  de 
tamaño micrométrico (1-1000 micras), elaborados mediante distintos métodos y materiales y 
que pueden poseer distinta estructura. Teniendo en cuenta la distribución del ingrediente activo 
y la estructura interna, se distinguen dos categorías distintas de microcápsulas, las microesferas y 
las microcápsulas. Las microesferas presentan una estructura tipo matriz y están compuestas por 
una mezcla homogénea de ingrediente activo y material de cubierta. Las microcápsulas son 
microcápsulas en las que el principio activo se encuentra incluido en una especie de reservorio, 






2.2.1. Técnicas de microencapsulación 
Existen numerosas estrategias para abordar la encapsulación de compuestos. Se ha planteado 
algunas de las siguientes: 
- Técnica de emulsión aceite en agua (o/w): Se utiliza para la incorporación de fármacos 
hidrófobicos, con una baja solubilidad en componentes acuosos, en dos fases inmiscibles 
entre sí. Se disuelven tanto los polímeros biodegradables y/o el fármaco en el disolvente 
orgánico para formar la fase oleosa,  que mediante agitación con una fase acuosa, 
conteniendo un emulsificante, y finalmente se eliminara el disolvente orgánico, una vez 
hayan emulsificado ambas fases, por evaporación del disolvente orgánico o extracción de 
dicha fase (7, 8). 
- Técnica de doble emulsión agua en aceite en agua (w/o/w): Se fundamenta en la mezcla de 
una fase acuosa, conteniendo el fármaco, con o sin una espesante o gelificante que aumente 
la estabilidad de la estructura, añadiéndose a una fase oleosa de PLGA en disolvente 
orgánico Diclorometano (DCM) en agitación intensa para formar la primera emulsión w/o. 
Esta primera emulsión w/o se incorpora, junto con agitación, a una segunda fase acuosa, 
conteniendo un emulsificador, para formar la segunda emulsión w/o/w que, se procederá a 
la extracción del disolvente orgánico DCM por técnica de evaporación de disolvente o  
extracción de disolvente (8,9). 
-  Técnica del fluido supercrítico: Se basa en el uso de un fluido supercrítico (SCF), 
obteniéndose a unas temperatura y/o presión muy elevados, donde su tensión superficial es 
casi nula y su densidad elevada, pero altamente compresible. El SCF, por lo general, se 
mezclan con el fármaco y/o la matriz PLGA y, por diferentes métodos (spray, atomización, 
saturación...) forma las microcápsulas. No utilizan disolventes orgánicos, forman poblaciones 
más homogéneas, pero precisan de material muy específico y demasiadas fases (7,10). 
- Secado por pulverización: Se limita en la preparación de disolvente con el fármaco y la 
matriz, se atomiza. Lo cual facilita el proceso de desecación posterior y se insufla una 
corriente el aire caliente. Este método permite realizar procesos de alto escalonado y alta 
calidad, pero no poseen muchos materiales adaptados y los termosensibles pueden 
resentirse en el proceso (7, 11). 
- Electrospray coaxial (CES): Este método implica el uso de una corriente de alta tensión, que 
fluye hasta llegar a una mezcla de matriz y fármaco en sus respectivos medios, capaz de 
competir con la tensión superficial de la gota, alterando la forma  y tamaño de la misma 
según el flujo eléctrico aplicado, para al final reunir las partículas y evaporar el disolvente. 
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Son capaces de obtener un buen ratio de encapsulación y útiles en moléculas hidrosolubles. 
Sin embargo, requiere una mejor recolección final de las partículas, no está bien 
protocolizado (12, 13). 
- Microfluidos: El cumulo de dos microcapilares coaxiales, conteniendo el fármaco y la matriz 
en el solvente orgánico respectivamente, fluyendo en la misma dirección, circundados por 
una solución compactante en el mismo  o distinto sentido del flujo. Se demuestra una 
distribución muy homogénea y liberación más lenta, pero tiene un consumo de tiempo 
elevado (13, 14). 
- Plantilla de hidrogel: Se fundamenta en la integración de la combinación de fármaco en una 
solución de PLGA, para incorporarse en una plantilla con pocillos que dan forma y tamaño a 
las microcápsulas resultantes. A continuación, son resuspendidos en solvente acuoso, 




2.2.2. Microencapsulación de proteínas 
La microencapsulación de proteínas  ha sido diseñada para alcanzar, de manera sostenida o pulsátil,  
niveles terapéuticos en plasma, durante semanas o meses, de fármacos con una corta vida media. 
También, la encapsulación de los fármacos proteicos dentro del núcleo polimérico ofrece una mayor 
carga interna en una sola formulación, y por tanto, ofrece la posibilidad de conseguir mejores 
eficacias terapéuticas con dosis menores, aspecto muy positivo especialmente en el caso de 
fármacos que pueden dar lugar a serios efectos adversos (16). 
Además, el recubrimiento mediante una cubierta o una matriz, normalmente, de tipo poliméricodel 
fármaco proteico,  tiene la capacidad de actuar como barrera  ante componentes del medio externo, 
protegiendo asíprotegerá la molécula  de la degradación o daño. Por otra parte, la encapsulación de 
proteínas ofrece también como ventajala de actuar como factorde estabilidad del producto proteico, 
tanto por el impedimento de agresión externa (17), como el aumentode su corta vida media  en el 
organismo y estabilidad en formulación, lo que permite que éstas puedan  almacenadas durante 





2.3. Degeneración  Macular Asociada a la Edad (DMAE) 
La Degeneración Macular Asociada a la edad es una enfermedad ocular, que afecta a la mácula,  
perjudicando de manera progresiva y permanente a la visión central, encargada de la percepción del 
detalle, en consecuencia del declive funcional del complejo Epitelial Pigmentado de la Retina (EPR), 
siendo la primera causa de ceguera legal en la población de ≥ 55 años en los países desarrollados 
(occidentales).  
Actualmente no existe  una cura para esta patología, que presenta  una serie de factores 
predisponentes ambientales y genéticos. Un diagnóstico temprano es la mejor estrategia para 
obtener los mejores resultados terapéuticos, disminuyendo la probabilidad de daño en la visión y/o 
reversión parcial del daño ocular. 
El mecanismo (entramado) patogénico del DMAE es poco conocido, siendo una enfermedad 
compleja, en la cual se han hallado varios factores de riesgo: 
- Edad: es el factor más pronosticador y prevalente. La degeneración en las estructuras 
oculares, acumulación de desechos intraoculares  y  debilitamiento funcional debido al paso 
del tiempo, aumenta el porcentaje de padecer la enfermedad de manera  muy significativa. 
- Genético/familiar: Se ha demostrado un patrón de genes susceptibles de intervenir en el 
proceso de la enfermedad, siendo diferente por razas pero no por sexos y. También la 
predisposición genética acentúa una respuesta diferente al tratamiento de DMAE. 
- Estilos de vida: El tabaco es el factor ambiental modificable más influyente, aumentando casi 
al doble las probabilidades de padecer la enfermedad (19). La hipertensión es otro factor 
más, junto con el consumo de grasas saturadas, siendo estos parámetros más moderados 
pero consistentes. 
- Cirugía de cataratas: Es un componente de riesgo de desarrollo de la patología de manera 
muy firme. 
- Acumulación grasa androide: Especialmente en los varones, donde tiene una prevalencia 
moderada.  
Existen dos tipos de principales de DMAE, conocidas como DMAE seca y húmeda. La DMAE seca, 
también conocida por como forma no exudativa, es la forma más común, abarcando en más de80 % 
de los casos diagnosticados, donde se caracteriza por la degeneración progresiva de la macula en su 
fase tardía por atrofia del tejido retiniano  y coriocapilar. La DMAE húmeda o exudativa, es menos 
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frecuente, pero su progresión hacia la pérdida de visión es más rápida, caracterizada por afectar al 
EPR (Epitelio pigmentario de la retina) y la neovascularización coroidal. La conversión de seca a 
húmeda es posible en alrededor del ≈15 % de los casos diagnosticados (19). 
Existen varios tipos de clasificaciones para la DMAE, pero no hay consenso universal firme sobre el 
mismo. De forma convencional, la enfermedad se clasifica en distintas fases  según la progresión en 
relación al daño pigmentario en la retina y la formación de drusas, entre el EPR y membrana de 
Bruch, como se indica en la tabla 1. Las drusas son acumulaciones de residuos o desechos celulares,  
que el organismo no es capaz de eliminar a través de la circulación sanguínea, y que se van 
depositando hasta alcanzar aspecto y composición variables que pueden obstruir  el normal 
funcionamiento de la mácula. 
 
Los síntomas más frecuentes  de esta enfermedad son la pérdida en la visión central (sin perder la 
periférica), encargada de la percepción del detalle,  alteración de las formas y tamaños de las 
imágenes, impidiendo la realización de tareas cotidianas como la lectura y/o conducir, ver con 








Actualmente, no existe un tratamiento efectivo para la forma seca de esta patología. Aunque existen 
estudios innovadores sobre terapias con células madre, autohemoterapia  ozonizada y 
prostaglandinas (21). Además, solo se aplican suplementos de antioxidantes a pacientes que tengan 
susceptibilidad de beneficiarse. 
Se han desarrollado tratamientos más eficaces para la forma húmeda de la enfermedad. 
Principalmente, una vez llegado a la población de riesgo (>55 años), se ha de controlar los posibles 
síntomas de la patología, como la metamorfosia (deformación de las líneas rectas observadas  debido 
al desplazamiento de los fotorreceptores) (22), el síntoma principal esclarecedor de un paciente con 
AMD, que puede reconocerse de manera temprana y sencilla por el propio paciente mediante la 










Al afianzar la sospecha de la enfermedad se ha de acudir al oftalmólogo para que evalúe el caso, 
realice las pruebas correspondientes (tabla 2),  y confirmar el diagnóstico definitivo. El objetivo del 
diagnóstico precoz es frenar la progresión de esta enfermedad, para elegir el tratamiento más 
adecuado según la clasificación clínica de la DMAE en la que se encuentra el paciente, recogido en la 
tabla 3. 





Tabla 3: Recomendaciones y Tratamiento para las clasificaciones de la DMAE. Inspirada en (20). 
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Las terapias anti-VEFG tienen unos riesgos asociados a la propia identidad del fármaco y la forma de 
administración. Aunque son tratamientos seguros, ya que son realizados  por especialistas en retina, 
existe un porcentaje de riesgo que se debe contrastar con el beneficio. Algunos de estos efectos 
adversos son: infección ocular, incremento de presión ocular, desprendimiento de retina, partículas 
vítreas flotantes, inflamación corneal, visión borrosa, hemorragia conjuntival, irritación, dolor 
ocular…(23) 
 
Dependiendo del tipo de actuación que  indique el profesional sanitario, es importante enfatizar que 
la DMAE es una patología crónica que necesita de un especial control y tratamientos de por vida, en 
especial la forma húmeda. Son tratamientos regulares que actúan sobre el control de la angiogénesis 
y la preservación de la visión. Al abandonar o ignorar la pautas del especialista en retina, la visión 

















El Aflibercept es un anticuerpo monoclonal que se obtiene de  una 
proteína de fusión, que está compuesta por porciones de los 
dominios extracelulares de los receptores 1 y 2 del factor de 
crecimiento vascular (VEFG) humano, asociados a la porción Fc de la 
IgG1 humana, mediante tecnología de DNA recombinante, 
representada en la figura 1 (23). 
Los VEFG y factor de crecimiento placentario (PIGF) son factores 
angiogénicos que pueden actuar como potentes agentes 
mitógenos, quimiotácticos y de permeabilización vascular para las 
células endoteliales. Su activación excesiva, puede provocar una 
neovascularización patológica y una permeabilidad vascular excesiva.  
El mecanismo de acción del Aflibercept consiste  en el bloqueo a la unión del VEFG y PIGF, a sus 
correspondientes receptores, siendo el monoclonal  un receptor cebo más afín que los naturales, 
impidiendo la activación los mismos. La presencia de la porción Fc en Aflibercept puede permitir que 
la molécula se mueva a través de la barrera retiniana. 
La efectividad del  anticuerpo monoclonal radica en la potente unión a los factores VEFG y PIGF y la 
ventaja de necesitar menos inyecciones para conseguir la misma potencia terapéutica que las 
inyecciones de su monoclonal de referencia Lucentis (Ranibizumab) para dicha patología, siendo 
comparable la seguridad de ambos fármacos (23, 24). 
La forma de administración del fármaco se basa en repetidas inyecciones intravítreas, por un 
profesional sanitario especializado. Inicialmente, consta de tres inyecciones administradas 
mensualmente durante tres dosis consecutivas. Después, el intervalo entre dos dosis no debe ser 
más corto de 8 semanas. 
La elección del Aflibercept se explica por su longevidad de duración de acción con respecto a sus 
semejantes, que lo hace idóneo para un tratamiento crónico, que sumado a los crecientes estudios 


























El ojo presenta una estructura compleja que constituye una barrera muy complicada de penetrar, 
siendo un órgano prácticamente estéril pese a que se encuentre en contacto con el ambiente. La vía 
intravítrea es una ruta directa que  se centra en la administración de fármacos en la zona del humor 
vítreo del ojo, como se muestra en la figura 2. El humor vítreo está compuesto principalmente 
por ácido hialurónico, un polímero hidrófilo aniónico de alto peso molecular, y fibras 
de colágeno, que proporcionan resistencia y consistencia a las fuerzas de tracción. En la figura 3 se 
muestra la distribución del ácido hialurónico, que no se encuentra uniformemente distribuido dentro 
Figura 2: Rutas de  administración de fármacos para la administración de fármacos retinianos. 
Modificado de  (25,26). 
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del vítreo, y sus concentraciones más altas se encuentran en la corteza vítrea posterior, siendoen el 
vítreo central más líquido que el vítreo cortical. Este hecho hace que la difusión de fármacos a través 
de la cavidad no sea exactamente igual. También es dependiente del tamaño de la forma 
farmacéutica  y del fármaco administrado. A medida que una persona envejece, las propiedades 












En comparación con el plasma, la concentración y tamaño  promedio de proteína en el vítreo 
humano saludable es baja en comparación con el plasma sanguíneo, pero que pueden aumentar en 
enfermedades retinianas. Las proteínas que podemos encontrar en el vítreo sano incluyen proteasas, 
que aumentan con el envejecimiento, y que pueden afectar en la degradación de fármacos, pero no 
está claro su impacto.  
 
La situación de liberación en un medio de difusión denso dificulta la progresión y  acción 
farmacológica, favoreciendo la agregación de fármaco (26). Además, las variaciones de temperatura 
y pH de la formulación al medio de actividad, que inducen fenómenos de desnaturalización para 
moléculas termolábiles y agregación (27).  
 
Por otra parte, la duración de acción de los fármacos administrados por vía intravítrea está limitada 
por la presencia de mecanismos de eliminación de fármacos, a saber, la Trans-retinal posterior y 
anterior, vías de eliminación del humor acuoso , los transportadores de salida en el epitelio 
pigmentario de la retina y reparto en los tejidos circundantes oculares. 
 
Figura 3: Representación de las zonas de concentraciones de ácido hialurónico en 
el vítreo. Modificado de (24). 
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2.6. Requerimientos de la vía intravítrea.  
Para la utilización de la vía intravítrea, se han de tener en cuenta una serie de consideraciones 
previas a la incorporación del fármaco para evitar el posible daño y deterioro intra y extraocular: 
- pH: La vía intravítrea  es capaz de aceptar una horquilla de valores bastante amplia (pH= 3-8). 
Aunque lo más adecuado sería adaptarlo al pH fisiológico del medio, no es necesario.  
- Osmolaridad: En las preparaciones de formulaciones intraoculares es un factor a tener en 
cuenta, para los valores en el rango de 270-330 mOsm/kg, siendo deseable que se aproximen 
a los valores fisiológicos.(28) 
- Esterilidad: Se ha de tener especial precaución, al ser una zona estéril que se va a poner en 
contacto con el exterior, siendo de máxima prioridad la eliminación de cualquier agente 
posible de desarrollar un proceso patológico. Se puede trabajar en la finalización del proceso 
con filtración esterilizante, autoclave o esterilización por calor seco. También es posible la 
elaboración en campana de flujo laminar durante todo el proceso con materias primas 
estériles.  
- Limpidez: La existencia de partículas en solución han de ser limitadas o nulas en 
formulaciones de inyectables, ya que pueden ocasionar problemas. Sus límites vienen 
definidos en la farmacopea, indicado en la tabla 4. 
 
- Apirogenicidad: Las formulaciones han de estar exentar de cualquier agente químico, 
biológico o cualquier otra sustancia con la capacidad de inducir una respuesta febril (29). 
 
-  




Este proyecto se ha realizado con el objetivo de elaborar y posteriormente, caracterizar una 
formulación capaz de aumentar el efecto terapéutico del fármaco Aflibercept en el interior vítreo 
(ocular) con la finalidad última de disminuir la frecuencia de dosificación en el tratamiento actual de 
la degeneración macular asociada a la edad (DMAE). 
Asimismo, aparte de aumentar los intervalos entre dosificaciones, la forma farmacéutica ha de 
garantizar la estabilidad y liberación del fármaco durante periodos relativamente amplios de tiempo. 
Para ello, se han desarrollado las siguientes etapas para alcanzar los objetivos propuestos en el  
proyecto: 
- Preparación de un método para elaborar de sistemas microparticulares de liberación 
prolongada, conteniendo Aflibercept. 
- Caracterización morfológica y cuali-/cuantitativa de los sistemas microparticulares. 
- Análisis comparativo de Aflibercept en ensayo pre/post rotura de sistemas microparticulares. 












4. Materiales y métodos 
 
 
- Eylea® (PHARMA BASE S.A.) 
- Diclorometano (Avantor & VWR) 
- ácido poliláctico-co-glicólico 503 25G (Evonik Industries)  
- Agua MilliQ 
- Alcohol polivinílico (Sigma-Aldrich) 
- Cloruro sódico ( Labkem)  
- Sonicador: Sonopuls HD3400 (Bandelin) 
- Microscopio óptico: Olympus BX60 (Olympus) 
- Cámara: Olympus SC 100 (Olympus) 
- Centrífuga: Centrifuge 5804 R (VWR) 
- Espectrofotometro: Cary 60 UV-Vis ( Agilent technologies) 
- Incubador: Incubating mini Shaker(VWR) 
- Estufa de vacío: Telstar (Heaeus) 
  
 
4.1. Elaboración de microcápsulas 
Para la preparación de los sistemas microparticulares, se ha tomado como base artículos de 
investigación de preparación de proteínas en formulaciones de microcápsulas y sus parámetros 
determinantes en el proceso, especialmente en PLGA, atendiendo a los atributos de encapsulación y 
liberación (7, 13, 30). 
En la elaboración de las microcápsulas que se han preparado, hemos empleado distintas 
concentraciones de fármaco: Varios lotes de 40 µg/mL, otros con una concentración de 25 µg/mL y 
también de 10 µg/mL. Además, se han comprobado las rotaciones en algunas variables del método 

















El proceso que se siguió, representado en la figura 4 para la fabricación de los sistemas 
microparticulares consistió en: 
Primeramente, preparamos una dispersión de PVA (2%) en  agua milliQ  empleando  una balanza y  
un matraz vidrio de rosca hermético, y dejamos la preparación con agitación magnética. A 
continuación, repetimos la misma operación con un  5 % de NaCl y lo dejamos disolver, en agitación, 
aplicando una fuente de calor de ser necesario, hasta que la preparación quede transparente. 
 Luego, en un tubo de centrífuga de 15 mL, pesamos en la balanza el PLGA 503 25G, en la mayor 
brevedad y precisión posible, y se disuelve en  de DCM (DiCloroMetano) utilizando una micropipeta 
de 1 mL. 
Incorporamos a la disolución de DCM una solución de fármaco, conservado en nevera, y se somete a 
un proceso de sonicación con unos parámetros determinados (15 % de amplitud y 40 segundos de 
sonicación). 
Figura 4: Representación esquematica del método de Microencapsulación. 
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Una vez sonicado, incorporamos el contenido del tubo a la disolución  de PVA + NaCl con pipeta 
pasteur gota a gota y se deja en agitación magnética durante 5 minutos. Después, se rebaja a la 
agitación  y se mantiene durante 24 horas, tapado con un parafilm con agujeros, para facilitar la 
evaporación del disolvente orgánico.  
Después de las 24 horas, pasamos la disolución que estaba en agitación magnética a un tubode 15 
mL y se centrifugaa 2000 rpm durante 5 minutos a 20ºC. Después de la centrifugación, se recoge el 
sobrenadante para su posterior análisis, se rellena con agua milliQ el contenido que fue retirado y se 
repite el proceso de centrifugación dos veces más. 
A continuación, el precipitado  (microcápsulas) se desecó a vacio durante varios días (200 Torr). 
A continuación,  se extrajeron las microcápsulas de los tubos y se pesaron. Posteriormente, se 
guardaron en nevera para conservar el fármaco de la posible degradación, asegurar su estabilidad y 
realizar posteriores estudios. 
 
4.1.1. Variaciones del método 
 
Se han realizado varios lotes con y sin fármaco incorporado, evaluando diferentes parámetros para 
optimizar el proceso de fabricación de los sistemas microparticulares. Los parámetros evaluados se 




Tabla 5: Variaciones en el método de microencapsulación. 
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4.2. Caracterización de las microcápsulas 
En este proyecto se ha realizado un reconocimiento estructural y cualitativo de las microcápsulas 
fabricadas, por lotes y concentraciones, utilizando aparataje de microscopia óptica, para la 
visualización y cuantificación de diferentes parámetros, con el objetivo de observar la calidad del 
sistema microestructural y su comparación con los demás lotes de concentraciones. 
Para la visualización de las microcápsulas, se ha tomado una muestra de microcápsulas secas, que se 
han resuspendido en un medio líquido (agua milliQ).. Se ha utilizado un microscopio óptico (Olympus 
60X) adaptado para la incorporación de una cámara, conectada a un soporte informático. Se ha 
añadido la muestra representativa en el portaobjetos, sobre el cual pasa un haz de luz, captado por 
la lente y, a su, vez, por la cámara, que registrara la imagen en la pantalla del ordenador, a través del 
programa informático OLYMPUS CellSens. 
Se han tomado un mínimo de 4 fotografías por muestra, de diferentes cuadrantes del portaobjetos, 
para mostrar la heterogeneidad del espécimen a representar y se han caracterizado las 
formulaciones microparticulares empleando el programa ImageProPlus 6. Primeramente, se 
procedió a la calibración de la imagen por contraste con una imagen de métrica patrón. A 
continuación, se mejoró el contraste del tono, se transformó la fotografía a escala de grises de 8 
pixeles, y se ajustó la luminosidad. La imagen se convirtió al modo de blanco y negro mediante un 
ajuste manual del valor umbral y por último, se midió por medio de Dark count”, los objetos oscuros 
de la imagen, determinándose el diámetro medio deFeret  y el parámetro esfericidad que es el 






Ecuación 1: Fórmula del cálculo de la esfericidad. 
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4.3. Ensayo del contenido en Aflibercept en las microcápsulas 
En este ensayo se procedió a  la destrucción de la cubierta de las microcápsulas, con la finalidad de 
averiguar el contenido de fármaco en su interior, y anotar las diferencias en contenido entre las 
distintas formulaciones y seleccionar la que mejor se podría ajustar para el tratamiento de la DMAE. 
Para la realización de este proyecto, se utilizaron 20 mg de microcápsulas secas, de cada  lote y una 
concentración de  Aflibercept  correspondientes (40 mg/mL, 25 mg/mL y 10 mg/mL) 
 A continuación,  se preparó previamente una disolución 0,1 N de NaOH. Se llevaron3 mL a un vial  
con 20 mg de microcápsulas y se matuvo una incubadora a 37ºC con una leve agitación mecánica de 
100 revoluciones por minuto (rpm) durante 24 horas. 
Pasado el tiempo, se centrifugó, en los mismos parámetros que para el 1º sobrenadante,  y   
se recoge el sobrenadante del NaOH para posterior análisis en el espectrofotómetro a 280 
nm. 
Para la determinación de Aflibercept, se recoge 1 mL de cada muestra del sobrenadante en 
un Eppendorf y se analiza en un espectrofotómetro de luz ultravioleta, a la longitud de onda 
de 280 nm.  
 
Los cálculos posteriores consistieron en la determinación del contenido de Aflibercept 
encapsulado en las microcápsulas, mediante el uso de las ecuaciones del “Drug Loading” y la 
“Eficiencia de encapsulación”. 
 
Drug Loading (DL) 
La carga de fármaco se determinó la relación entre la medida obtenida en las microcápsulas 








Ecuación 2: Cálculo del Drug Loading. 
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Encapsulation efficiency (EE %): 
La eficacia de encapsulación de las microcápsulas de determinó mediante la relación entre la 









Posteriormente, el análisis estadístico  de resultados fue realizado mediante el programa GradPad 
Prism 6.01. 
 
4.4. Estudio de liberación 
Este ensayo se ha utilizado para observar las diferencias existentes en la liberación entre las distintas 
formulaciones de microcápsulas de Aflibercept a diferentes concentraciones, atendiendo a las 
cantidades liberadas en los periodos de tiempo establecidos y  seleccionar la más adecuada para  el 
tratamiento de la DMAE. 
Para llevar a cabo este experimento, se elaboró un lote de  cada una de las concentraciones de 
microcápsulas de Aflibercept (40 mg/mL, 25 mg/mL y 10 mg/mL). 
Los estudios de liberación del Aflibercept a partir de las microcápsulas se desarrollaron  en células de 
difusión de Franz verticales (30). Estas células esta compuestas por dos piezas diferenciadas (superior 
e inferior), separados mediante una membrana. En la  parte superior o compartimento donador, se 
introduce una solución de 2 mL de humor vítreo artificial, que actúa a modo de medio biológico, en 
el cual se incorporaría, una cantidad resuspendida de 10 mg de una formulación de  microcápsulas 
de Aflibercept, con ayuda de  una jeringa desde la parte superior. En la pieza inferior o 
compartimento receptor, se coloca 6 mL de un medio líquido de tampón fosfato salino (Phosphate 
Buffered Saline; PBS), que simula el fluido extracelular de los mamíferos, a pH 7,4. 
 





Entre ambos compartimentos, superior e inferior, se insertó una membrana de filtración de acetato 
de celulosa  de 0,45 μm de tamaño de poro y un diámetro externo de 13 mm, que presenta una 
absorción no específica muy baja, por tanto son muy adecuadas para la filtración de muestras 
biológicas, en especial  proteínas. Se selló con grasa de silicona para hacer vacío, se precintó los 
bordes externos con parafilm y se sujetó con unas tenacillas.  
Una vez montado el aparataje de las células de Franz, se introduce el sistema completo en el interior 
de una incubadora a temperatura constante de 37 ºC y con una agitación orbital de 100 rpm.  
La recogida de muestras se realizó a  los tiempos 0.5 días (d), 1.5 d, 3.5 d, 6.5 d, 10.5 y 13.5 d. Para la 
recolección de las muestras, se utilizó una jeringa de 1 mL de aguja larga que se introdujo por el 
brazo de muestreo hacia el medio receptor, retirando 1 mL para un Eppendorf, y reemplazando con 
1 Ml de PBS el volumen retirado. El ensayo se realizó para las tres formulaciones de Aflibercept  (40 
mg/mL, 25 mg/mL y 10 mg/mL),  por triplicado de cada formulación, en total, 9 muestras por cada  
tiempo de muestreo. 
Para la determinación de la cantidad de Aflibercept liberado, se ha empleado el método de 






Tabla 6: Composición de tampón 
fosfato salino (30) 
Tabla 7: Composición de Humor Vítreo artificial (30) 
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5. Resultados y Discusión 
 












El tamaño medio de las microcápsulas elaboradas resultó estar  en un intervalo de tamaño 
micrométrico entre las  50-250 micras, como se aprecia en la figura 5. Se realizó el análisis de la 
varianza de una sola vía, que  nos indica que hay influencia significativa de la concentración del 
anticuerpo sobre el tamaño de la microcápsula obtenida (p< 0.05). El análisis de regresión realizado, 





Figura 5: Dependencia del tamaño de partícula con respecto a  la 
concentración de Aflibercept en el medio de preparación. 
Ecuación 4: Ecuación de regresión lineal entre el 



















Figura 6: Microcápsulas de concentración 40 mg/mL 
de Aflibercept, observadas a microscopio óptico de 
objetivo(4X). 
Figura 7: Microcápsulas de concentración 25 mg/mL 
de Aflibercept, observadas a microscopio óptico de 
objetivo(4X). 
Figura 8: Microcápsulas de concentración 10 mg/mL 

























Figura10: Distribución de esfericidad en las formulaciones de 
micropartículas por concentraciones. 
Figura 9: Distribución de diámetro de Feret medio en las 
formulaciones de micropartículas por concentraciones. 
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También se midió los parámetros de esfericidad (figura 10 ), que es  determinada por la diferencia 
entre los radios mayor y menor del contorno medido en la microcápsulas, y el diámetro de Feret 
medio (figura 9), que se define como distancia entre los dos planos paralelos que restringen el objeto 
perpendicular a esa dirección.  
En general, se observa una dependencia lineal del tamaño con la concentración de fármaco. Las 
formulaciones presentaron, por tanto,  un tamaño medio adecuado para la vía intravítrea y no se 
produzca un aclaramiento por los vasos sanguíneos oculares de manera sencilla. Asimismo, con una 




































Se han realizado los cálculos mediante las ecuaciones descrita en el apartado de ensayo del 
contenido de microcápsulas. Los resultados nos indican que las microcápsulas tienen un alto 
porcentaje de encapsulación  (figura 11), con valores comprendidos entre el 60-90 %. Además, el 
“Drug Loading” indica una cantidad de Aflibercept  inmovilizado en las microcápsulas (figura 12), que 
se encuentra entre un 50-95 µg Aflibercept por cada mg de microcápsulas.  
Figura 11: Representación de la Eficiencia de Encapsulación 
(EE%). 
Figura 12: Representación de la Drug Loading (DL). 
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Por otro lado, se puede observar que el aumento de  la cantidad de Aflibercept añadida a la hora de 
la elaboración de las distintas formulaciones, no dio lugar a un aumento significativo en la carga de 
las Microcápsulas. Sin embargo, si se observó una tendencia en la inorporación de mayor cantidad de  
anticuerpo con una mayor carga nominal en las formulaciones, aunque como se ha comentado, no 
de forma significativa.  
5.3. Ensayo de liberación 
 
En la figura 13  se muestran las cinéticas de liberación del Aflibercept a partir de las microcápsulas 
de PLGA. Los resultados de cantidad liberada frente al tiempose ajustaron a la ecuación de Peppas 
(31), obteniéndose un valor del coeficiente n= 0.4-0.52, lo que sugiere que la liberación del 
anticuerpo  se produce mediante la erosión del polímero y la difusión del fármaco. Se empleó un 
análisis estadístico (Anova de dos vías), incluyendo como factores el tiempo y la concentración de 
Aflibercept para comparar la liberación de las microcápsulas. El resultado indica que existen 
diferencias entre las diferentes formulaciones, siendo la lieración de la formulación preparada a 
partir de una carga de fármaco de 10 mg/mL más lenta que el resto, que sin embargo, se comportan 
de manera similar. La liberación de Aflibercept a partir de las microcápsulasfinalizó a los 14 días de 
comienzo del ensayo, con la liberación total del fármaco. 
Figura 13: Perfiles de liberación de los micropartículas de Aflibercept obtenidos empleando células 
de Franz verticales. 
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El tamaño, la cantidad y la morfología de las microcápsulas en estos sistemas son parámetros de 
calidad importantes de un producto de microcápsulas de PLGA. Por ejemplo, si el tamaño de las 
microcápsulas disminuye, esto aumentará la relación superficie-área-volumen y, por lo tanto, 
intensificará la velocidad de difusión del fármaco fuera de las microcápsulas (32,33). Además, el 
líquido ingresará más fácilmente en las microcápsulas de menor tamaño debido a su área, que tiene 
una superficie más extensa, dando como resultado un efecto aumentado de liberación inicial,  y una 
degradación hidrolítica más rápida de los polímeros de PLGA. Por otro lado, un aumento en el 
tamaño de microcápsulas de PLGA, da como resultado un descenso en el área de superficie de la 
micropartícula, lo que encaminará a una disminución en la velocidad de liberación del fármaco (34). 
Examinando más detenidamente (figura 14)las microcápsulas utilizadas en el ensayo de liberación al 
microscopio óptico una vez finalizado, se observó la existencia de una  razonable cantidad de 
microcápsulas de aspecto integro,  no habiéndose producido aún la degradación completa de la 
envoltura de PLGA, pero si presentando roturas y deformaciones que pueden ser debido a la 

















En este proyecto se ha conseguido poner a punto un método para la obtención de microcápsulas de  
PLGA, conteniendo el anticuerpo monoclonal Aflibercept. Mediante el método empleado, se 
obtienen microcápsulas de un  tamaño comprendido entre 50-250 µm, siendo este dependiente de 
la cantidad de Aflibercept utilizado en la síntesis. 
Las microcápsulas presentaron un aspecto homogéneo en cada lote, una superficie suave  y  forma 
esférica.  
La cantidad de Aflibercept inmovilizado depende, asimismo, de la concentración empleada durante 
la síntesis, observándose una carga mayor en las formulaciones elaboradas con 40 mg/mL. 
Finalmente, los estudios de liberación indican que se produce la total liberación del anticuerpo a lo 
largo de dos semanas, mediante un mecanismo relacionado con la erosión del polímero y la difusión 
del Aflibercept. 
Por último, para darle continuidad a este trabajo, sería conveniente la realización de nuevos 
estudios, para optimizar el método de preparación, y para garantizar la estabilidad del anticuerpo 
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